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(57) Abstract 

Ma^etic particles have a substantially pore-free outer glass surface, or an outer glass surfece with pores having less than 10 nm 
"^'^ a glass surface are preferably used to isolate biolo^al materials fh^n^pM^^^^^ I 

(57) Zusamm mftwa iiig 

»i. in^^'f*^! ^^^l '^^'^ Glasoberflache. die im wesenttichen poienfrei ist oderParen eines Durchmessos von wenieer 
ak 10 im. aufweist sowie fern)niagnet.sche Partikel mit einer Glasoberflache. sind bevoizugt einselzbar tei der bSgvon WdoS^ 
Matenahen aus Pioben. Sie gewShien eine lasche und zuvcrBssige Relnigung iMiiierang von noiogiscnen 
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Magnetisches Pigment 



G^^nstandderErfindungsmdmgnetischeParti^^^ 

-Reuugu„geinesbiologlscl«„MateriaIs.i.besonderevonNuU^^^^^ 
v^j^dungvonGlaspard^^^^ 

I Uberfuhrung von biologischen Materialien aus L^sungen mit hoher Konzentiation an 
Salzen in Losungen mit niedriger Konzentration an Salzen. 

I^ebiologischenMateriaKen, insbesondere Nukleinsluren, steUen im HinbUck auf ihre 

^b^^d^nat^chenUmgebungb^^^^^^ 

msd.gem^enKo„zentn.tioncnvorha«lenundzumande„^^ 

Nachbarschaft vieler anderer fester und geldster Substanzea, die ihre IsoHemng be- 

aehungsweise Bestimraung, beeintrachtigen. 

" '^""''^ VerfahrenundMaterialienzurlso- 
hen«g yon Nukhnnsauren.aus ihrer naturHchen Umgebung voi^schlagen. Aus Proc N^^ 

A^USA7M15 . 619(1979)istdieBi„du„gvonNuk.eins^rena^A8t^^^^ 
Gegenwart von Natriumjodid in gemahlenem Flintglas beschrieben. 

In Anal. Biochem. 121. 382 - 387 (1982) ist die Reinigung von Plasmid DNA aus Balcterien 
an CHasstaub m Gegenwart von Natriumperchlorat beschrieben. 

In DE-A 37 34 442 ist die Isolierung von einzelstrangiger M13 Phagen-DNA an Glasl 
feserffltem durch AusfiUung der Phagenpartikel mit HUfe von Essigsaure und Lyse der 

sauren wenlen nach Waschen nut einem methanolhaitigen Puffer in Tris/EDTA-Puffer du- 
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Wuctaclrtt Twdca die NuklA«..„ -"i Waschei. getrennt Nach drom 

n»g von biologiscten Materiafii J!^ ""^ ^ 
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Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikd ndt einer auBeren Glasoberflache die 
•ra wesenthchen porenfrei ist oder Poren dnes Durchmessers von weniger ab 1 0 nm arf- 
we.st. Em weiterer Gegenstand sind feiromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache 
V^en 2ur IsoUemng biologischer Materialien, insbesondere von Nukleinsauren, sowie 
Verfehren mr Herstellung magnetischer GiaspartikeL 

/Us Partikd bezeichnet der Fachmann feste Materialien mit dnem geringen Durchmesser 
^hmal bez^chnet man solche Partikd aud. als Pigmente. Ln Sinne der vorliegenden 
Erfindung smd besonders Partikd gedgnet, die dne durdisdmitUicheKomgr6fie von 
wemger als 100 ^m haben. Besonders bevorzugt wdsen sie cine durd«chnittUd« Kom- 
greOe von zwischen 10 und 60 auf. Bevorzugt ist die KomgrfiBenverteUung rdativ 
homogen. insbesondere liegen nahezu kdne Tdldien < lOfim oder > 60 vor. 

j^s magnetisch werden Materialien bezeichne, die durch einen Magnet angezogen werden 
k6m«n.d h.beispidswe«efem,magnetischeodersuperparamagnetischeMateriaUe^ Als 
werden auch Materialien verstanden, die als wdch magnetische Materialien be- 
zeidmet werden. z. B. Fenite. Besonders bevomigt im Sim« der Erfindung sind ferro- 
magnefsdie MateriaUen. insbesondere wenn sie nodi nicht vormagnetisiert wurden. Unter 
Vormagnetisierung ist in diesem Zusammenhang das Mcontaktbringen mit dnem Magneten 
zu verstehen, wodurch die Remanenz erheht wird. Besonders bevorzugt sind ferromagne- 
tische Matenalien, wie z. B. Magnetit (Fe^O^) oder Fe203. 

Unt^ dner auBeren Oberfladie dnes Partikds wird die zu^enhSngende Oberflache ver- 

s^den. von der inlUditung auf die Umgebung desPartikds Sericrechtegebildet werden 
kdnnen, die dassdbe Partikd nidit noch einmal schnddea 

Unter dne Pore wird dne Ausndmiung in der auBeren Oberflache des Partikds verstanden. 
b« denen d.e Oberflache soweit in das Partikel hineinrdcht. daB eine in der Ausndimung 
auf der Obe^ache gebildete gedachte Senkredite in Richtung auf die nachstliegende Um- 
^ung des Partdcds dasPartikd mindestens imd schnddet 
als em Radius der Pore in das Partikd hinein. 

Unter einem Glas im Sinne der vorliegenden Erfindung wird dn siUdumhaltiges amorphes 
Material verstanden. Das Glas kann weitere Materialien enthaltenen. z. B. 
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^203 (0-30%), 

AI2O3 (0-20%), 

CaO (0-20%), 

SaO (0-10«/,), 

K2O (0-20%), 

N2O (0-20%), 

MgO (0-18«/o), 
(0.15«/o). 



sdenc - The physios «d d»,Us«y ,€^0^ !"f"' ^"'''^ 

1594. Sd« 450 a: sowie h D^T^, 
»ni DE.A^217432 b«chnebe„. E, ™Z t'^ ! 

'«iWbMchrid«.Da6hiennitl3rfT^T 

ranucei eizeugt werden kfinnen, die bei der 

sanunen mit Oxidenund Salzen ^^^ vl'' ^""'^ ^^^2. GeOj n.- 
aluminiumsililcatgiasau&efiihrt. ^ '^'^^""^^^""^"^'"Natriumboro- 



* B,0, H- A1(0R)3 + si(OR), 1^ 

NaOH + B2O3 + <Airowk^ u. 

^ >^Al(OH)3> + <Si(0H)4> 
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OH 
1 i 

B-O-Al-Si-OH 
I 

O- Gel 
Na+ 



(Na20B203Al203.Si02)ob 



Durch die Zugabe von Wasser wird der HydrolyseprozeB der Ausgangskomponenten in 
Gang gesem. Die Reaktion verlSuft relativ nisd.. da die Alkaliionen katalytisch auf die 
Hydrolysegeschwindigkeit des Kieselsfiureestets einwiiken. Nach Ablauf der Gelbfldung 
kann das entstehende Gel getrocknet und durch emen themiischen ProzeO zu einem Glas 
verdichtet werden. 



Das Mengenverhaltnis Sol/Pigment hat einen erheblichen EinfluB auf die Ausbeute an erfin- 
duagsgemaBenmagnetischenPigment. Grenzen sind dadurch gegeben, daBderPigmentan- 
teU so genng ist, dafi eine nocfa pump- und spriihfahige Masse entsteht. Bei zu geringem 
Pigmemanteil wird der Feinanteil. z. B. von nicht-nu^netischem Material zu groB und st6rt 

AIs un Hinbhck auf die Pigmentausbeute zweckmaBige Mengenverhaitnisse wurden 10 bis 
25 g Pigment/100 ml Sol gefiinden. 



Die Auftchlammung wird zur Entstehung eines Pulvers bevorzugt durch eine Diise ver- 
sprflht und das Aerosol auf einer FaUstrecke getrocknet. Die Duse wird bevorzugt geheizt 
um die Trocknung der Aufschlammung zu beschleunigen. AbhSngig von der Geometrie d^ 
Duse betragt die DQsentempeiatur bevorzugt ca. 120 bis 20000. EinKompromiB wird ge- 
fimden durch ausreichende Verdampfiingsgeschwindigkeit. jedoch Vermeiden von Ver- 
spntzen. 

Im HinbUck auf die Ausbeute ist die Verdichtungstemperatur mOgHchst hoch zu wahlen 1st 
sie jedoch zu hoch. verkleben die Partikel untereinander und es bUden sich Agglomerate, die 
herausgesiebt werden soUten. Die Nachbehandlung unter Luft fohrt bei zu hohen Tempera- 
turen zu emem Veriust der magnetischen Eigenschaften. weshalb zu hohe Temperaturen 
venmeden werden sollten. 

Unter emer im wesentlichen porenfreien Oberflache wird eine Oberflache verstanden, die zu 
wemger als 5 %. bevorzugt weniger als 2 %. besonders bevorzugt weniger als 0. 1 %, mit 
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Poren der oben stehenden Definition durchsem i«t c iu « 

DieNichtporositatdermagnetischenPartikelh,^-!,* • u 

and deeifiriMgMeiii^ l . 

*«MW>aufdi,acheW«».»A,-i. • . ^^'"■"'=f"ro™8>ieiischei.Paitiltel 
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Die Glasoberflache der erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel kann porenfrei sein 
Oder aber Poren enthalten. Aus den oben genannten Griinden fur die erfindungsgemaOen 
magnetischen Partikel ist es bevorzugt, dafl die aufiere OberflSche auch der fenomagne- 
tischen Partikel im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger 
als 10 nm aufweist. Auch die erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel haben bevor- 
zugt eine KomgreBe zwischen 10 und 60 Mm. besonders bevorzugt 20 und 50 nm Be- 
sonders bevorzugt sind Partikel. bei denen cventuell in der Oberflache vorhandene Poren 
emenDurchmesservon weniger als 10. besonders bevoizugt 1 nm haben. KnBeispidfiir 
emen erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel ist der oben genannte Verbundstoff 
aus Glimmer- und Magnetitpartikeln, umschlossen von einer Glasschicht. 

Ebenfells Gegenstand der Erfindung ist ein Verfehren zur IsoUerung eines biologischen 
^^eiials durch 

- Mcontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer Flussigkeit enhalt 
mit den erfindungsgemaBen magnetischen Partikeln oder den erfindungsgemaBen 
ferromagnetischen Partikeln unter Bedingungen, bd denen das biologUehe Material an 
die Partikdoberflache bindet, und 

- Abtrennung des biologischen Materials von der FlQssigkdt. 

Unter bioto^hen Materialien werden Materialien auf partikularer oder molekularer Basis 
veistanden. Hierzu gdiSren insbesondere Zdlen, z. B. Viren und Bakterien aber auch 
humane und tierische isoUerte Zdlen. wie Leukozyten. sovne immunologisch aktive nieder- 
und hochmolekulare diemische Verbmdungen, wie Haptene, Antigene. Antikdrper und 
Nuklemsauren. Besonders bevorzugt sind Nukldnsauren, z. B. DNA oder RNA. 

Proben im Sinne der Erfindung sind bdspidsweise klinische Proben. wie Blut, Serum. 
Mundspulflussigkeit. Urin, Zerebralflussigkeit, Sputum, Stuhl, Punktate und Knochemnark- 
proben. Die Probe kami auch aus dem Bereich der Umweltanalytik, der Lebensmittelanaly- 
tik Oder der moldcularbiologischen For^dumg, z. B. aus Bakterienkulturen, Phagenlysaten 
und Produkten von Aniplifikationsveifehren, z. B. PCR, stammen. 

ErfindungsgemaB haben die magnetisdienPartikd dnen imieren Kern, auf den die auBere 
Ghisoberfladie aufgdiracht ist. Bd dem Kern kann es sich urn dnen Verbundsto^ jedoch 
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">B.SolIaibeispielsweiseZello,l«,i;.- j '™"""8""<'=KrB(stan<ltaleiier Probe 

M»ml. 2«d Addifon. Cold Spl!^^^ " """^^ ^ «^"««y 

™i Au«,bd « .1 . ^ p!T' '^'^ Cold Spring H.,^^^ 
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der Art des biologischen Materials ab. sindjedochprinzipieHbekannt. Sie richten sich auch 
nach der Art der Bindung. Ober die das biologische Material an die Obetflache gebunden 
wd. Sollen beispielsweise immunologische Wechselwirkungen fUr die Bindung ausgenutzt 
werden, so mussen Bedingungen gewahlt werden, die Sir die Bildung von Inanunkomplexen 
gec^et s.nd. Fur Nukleinsauren ist im FaU der modifizierten Nuldeinsauren eine Bindung 
Qber die Gmppen der Nukleinsauren mogUch, die die Modifizierung darsteUen. z. B. Biotin 
uber die Bmdung an mit Streptavidm beschichtete Oberflachen. Insbesondere bei Nuklein- 
sfiuren jedoch der Fall der direkten Bindung von Nukleinsauren an Glas bevorzugt unter 
««Ierem deshalb weil sich eine Modifizierung der Nukleinsauren erubrigt und schon i^ative 
NuWemsauren gebunden werden kdnnen. Die Bindung nativerNukleins^ 
ukel kann analog zu Verfahren des Standes der Technik erfelgen. Bevorzugt erfolgt L in 
Gegen;^^ chaotroper Sake, wobei die Konzentration dieser Salze zwischen 2 und 8 mol/I 
betragt, bevorzugt 4 bis 6 mol/1. Bei chaotropen Salzen handelt es sich z. B. um Natrium- 
jodit, Natriumperchlorat. Guanidininiumthiocyanat, Guanidiniumisothiocyanat oder Guam- 
duuurahydrochlorit, ist jedoch nicht auf diese Veitindungen beschrankt. 

Zum Wcontaktbringen der Probe mit den Partikeln vmd die Probe mit den Partikeln ver- 
nuscht m.d ftr einefilr dieBindung ausreichendeZeit inkubiert DieUnge der Inkubation 
.St demFachmann in der Kegel aus der Behandlung mit nicht-magnetischen Partikeln be- 
lomnt, erne Optimierung ist durch Durchfuhrung einer Bestimmung der Menge an immoWU- 
«ert«n biologischem Material an der Oberflache zu verschiedenen Zeitpunkten mdgUch 

Fur Nuklemsauren konnen Inkubationszeiten zwischen 10 Sekunden und 30 Minuten 
zweckmafiigsein. 

Je nach Grafle und Art der magnetischen Partikel findet schon wahrend der Inkubationszeit 
erne Separation der Partikel von der FlQssigkeit statt oder eriiSlt sich die Suspension iiber 
langere Ze.t. Wemi die Partikel eine sehr Heine KorngrfiBe au^eisen und superpam- 
ma^sch sind. erhalt sich die Suspension uber einen iSngeren Zeitnuun. Handelt es sich 
um Partikel mit einer grSBeren KomgroDe, so findet bereits wShrend der Inkubation eine 
hngsame Separation der Partikel von der FlQssigkeit statt. Insbesondere wemi es sich um 
fem,magnetische Partikel handelt. bilden sich solche Aggregate. Fur den bevorzugten Fall 
daB die femn^ignetischen Partikel mcht vormagnetisiert sind. ist eine besonders schonende 
Reparation gewahrleistet. 



Die Immobilisieiung findet bevorzugt nicht durch Ausaihing durch Emiedrigung der L5s- 
hchkeit der zu immobilisierten Materialien statt. Stattdessen beruht die Immobilisierung auf 
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tischenPartikelRebuiuienwunien . ^ *'^s«oaen der Probe, die mcht an die magne- 
Mpipml«„ Oder Abs.^r.^;^:*"'"- ^"^^ ^"^-^-sind 

DMMgeronigtebiologischeMateiialhnn 611 ,. 

kdn ^fem werten. >ich diesTZZ'^?? T™*" ™" Part- 

^s^^.dr^:;^^^'™''^'^'''^''"-^ 
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ElutionspufiFer Tris. In dner anderen besonderen Ausfiihrungsfonn handelt es sich bei dem 
Elutionspuffer um entmineralisiertes Wasser. 

In einer weiteren Ausahrungrform kann das beschriebene Reinigungs- und Isolierungsver- 
fehren im AnschluB an eine immunomagnetische Separation von ZeUen (2. B virale Partikd 
Oder prokanontische bzw. eukariontische ZeUen) aus einer KorperflQssigkeit oder einem 
Gewefae erfolgen. Hierzu vnrd die Probe mit magnetischen Partikeln. an welche ein And- 
kfirper gegen ein Antigen auf der ZeUe immobilisiert ist. z. B. unter Schiitteln inkubiert 

SolchePartikelk6nnenerfindungsgemaflePartikelsein.aberauchkSufliche(2 B MACS 
Microbeads der Frnna MUtenyi Biotec GmbH. Beigisch Gladbach, BRD). Nach Aniegen 
ernes Magnetfddes erfolgen ein oder mdirere Waschschritte mit einer salzhaltigen 
Waschlosung. Man erhait Paitikel, an welche die gewiinschten Zdlen gebunden sind 
SchheBhch werden die gebundenen Zellen in einem salzhaltigen Puffer resuspendiert In 
einer bevorzugten Ausfiihrungsfonn ist dieser salzhaltige Puffer eine chaotrope SalzISsung 
so daB die in der ZeUe vorhandenen NuUeinsSuren aus den Zdlen frdgesetzt werden. 

Durdi Kombination der oben beschiiebenen IsoUerung von Zdlen mit der ebenfeUs be- 
sdmdjenen IsoUerung von NuWdnsSuen. bevorzugt in ihrer nativen Form, an den eifin- 
dungsgemSBen magnetisdien Partikeln. ergibt sich dn besonders vortdlhaftes Verfehren zur 
IsoUerung von Nukldnsauren aus zeUhaltigen Proben. Vortdl dieser Ausfuhiungsform ist 
die mfigUche Einfechheit (Single-Tube-Methode), hohe Sensitivitat (besonders wichtig in 
der medizimschen Mikrobiologie und Onkologie) und die Iddite Automatisierbarkeit. 

Die als Folge der erfeidungsgemfiBen Verfehren isolierten biologischen Mateiialien kbmien 
nun m behd,iger Wdse wdter verwendet werden. Beispielswdse kOmien sie als Substrat fiir 
verschiedene enzymatische Reaktiorien verwendet werden. Im FaBe der Nukldnsauren sden 
als Beispid die Sequenziening. die radioaktive oder nicht-radioaktive Markierung, die 
AmpLfikation dner oder mehrerer m ihr enthaltender Sequenzen, die Transkription, die 
Hybndisierung mit markierten Sondennukleinsauren, die Translation oder die Ugation ge- 
nannt. Em Vortdl des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, dafl die Abtremiung des biolo- 
gischen Materials von der Hussigkdt sdir dnfach ist. Im Stand der Technik wurde zur 
Sepanerung von Glaspartikdn von Verunrdnigungen entweder dn Zentrifugationsschritt 
angewandt, oder im FaUe der Bindung des biologischen Materials an Glasfiberfilter die 
Fhissigkeit durch diese Flussigkdt gesaugt. HieriDd handelt es sich um einen limitierenden 
Schntt, der die Verarbdtung von groflen Probenzahlen bdiindert. 
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den AnscMieBend findet die Zerstorung der Zellen statt. die sogenannte Lyse. Eine M6g- 
hchkeit ist durch die Behandlung der Zellen mit chaotropen Salzen gegeben. Andere M6g- 
hchkeiten sind die Ein>wirkung von Proteinasen und Detergenaen. 

Zu der Lysemischung werden in der bevorzugten Ausfiihrungsfonn die erfindungsgemiUen 
Partikel zugegeben. Nach einer geeigneten Einwirkungszeit. die uber die Beladung der 
Oberfliche nut Nuldeinsauren optimiert werden kann, werden die Partikel von der sie um- 
gebenden FlOssigkeit. die weitere und nicht nachzuweisende ZellbestandteUe enthalt ge- 
trennt Dies geschieht wiederum bevorzugt durth Anlegen eines magnetischen Feld Js 
nuttels eines Magneten an der GefiBwand. 

Um eventuell noch anhaftende Verunreinigungen zu entfemen, wird bevonaigt mit einer 
FlOssigkeit gewaschen, die so ausgewShlt wird, daO die zu bestinunenden NukleinsSuren 
sidmcht von der Glasobcrflache ablSsen. Zur Entfemung der NukleinsSuren von der CHas- 
oberflache wird ein sogenannter Elutionspuffer zugegeben, der Reagenzbedingungen auf- 
weist, umer denen sich die NuUeinsauren von der Glasoberflache losen. Dies sind insbe- 
sondere Niedngsalzbedingungen. Je nach beabsichtigter Weiterbehandlung der Nuklein- 
sauren kaim die FlQssigkdt nun von den Partikeln getrennt und weiterbearbeitet werden. Es 
bevorzugt, diese Abtrennung bd anKegendemMagnetfeld voizunehmea. so dafi die Par- 
tikd sq)aiiert voili^ea 

Die folgenden Beispide erlautem die Erfindung naher. 
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Beispiel 1 



ische 



Sol 1 (Si02:B203 = 7:3): 

+ 7 ml wasserfreies unverggUtes Ethanol 
+ HlinlO,15MHCI 

+ 37.8nilTrimethylbom. P^«»wased.e2ugabe von 

AnschUefiendvdrddasSol2Stundenbei50«C«.w» T^ . 

+ 14.1ml0. ISMHQ ^ ^^^h erfolgt die Zugabe von 

Sol2(Si02:B203=4:l): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Ri.n/ii,«ik 

100.5 nlTetraethylorthosilicaf ""'" 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16.3mlO,15MHCl 

borat. '*'^*'°P^^«^«*^Z"8^bevon + 25,6mlTrimethyI. 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 "C a.h.u T^ 

+ 16.3ml0.15MHCl ^ S^^^"' ^^^^a^h erfolgt die Zugabe von 

Sol3(Si02:B203-85:15)- 

+ 7 ml wasserfreies unvergiUtes Ethanol 
+ 17,5 ml 0,15 MHCl 
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Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch. welches bd Raumtemperatur solange gertihrt wird, 
bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 19,4 ml Trimethvl- 
borat. ' 

AnschlieDend wird das Sol 2 Stunden bei 50 <>C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 17.5 ml 0.15 MHCl ^ 



Sol 4 (Si02:B203 = 4: 1; 2 Mol% P2O5): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter stSndigem RQhren durchgefiihrt 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0,15 MHCl 

Es emsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange gertihrt wird, 
bis es emphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25. 6 ml Trimethylborat 

AnschfieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 »C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16,3 ml 0,15 MHCl 
+ l,63gP205 

Sol 5 (Si02:B203 = 4: 1 Mol% AI2O3): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter stSmligem Riihrem durchgefiihrt. 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfi^ies unveigSlltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0, 15 MHCl 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange gertihrt wird 
bis es emphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25,6 ml Trimethylborat. 

AnschlieDend wird das Sol 2 Stunden bei 50 'C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16,3 ml 0,15 M Ha 
+ 3.06gAICl3 

Sol 6 (Si02:B203 = 4: 1 Mol% Z1O2}: 

Die Synthese wurde in einem 250 mi Rundkolben unter standigem Rohren durchgefiihrt 
100,5 ml Tetraethylorthosilicat 
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+ 7 ml wasserfrdes unvergaUtes Ethanol 
+ 16,3 ml 0,15 M HQ 



+ 25,6 ml Trimeihjlborat 

^ 5.15 »a Zi*™(IV>proyl«. 70 (few../. Lsg h l.p^panol 

+ I6.3mlO,I3MHa C«ehalten.Danacka&lg,dieZug,be™, 

Sol 2 bd 860 »C und bei den nk,;. » LT ^' Beschichtung mit 



Beispiel2 

Hsrstelluni 



GMP 1, GMP2, GMP3 und GMP4 isind 

Chargen, dieausSol 1 aus Be^l , ^ '^''"^^^ 

dingungeaerhaltentLl ' "^'^ ^ -nemProzeBnachBdspiel 1 umerfolgendenBe- 
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Parameter 


GMPl 


GMP2 


GMP3 


GMP4 


Altening des Sols (h) nn<>r) 


36 




JO 


36 


Pigmemanteil des Sols (^\00 mh 


5 


15 


8 


20 


Luftstrom derDuse (%) 


100 J 


100 


100 J 


100 


Lufidruck (bar) 


6 


6 


6 


3 


Dfiisentemperatur (°C) 


135 


120 




14j 


Verdichtungstemoeratur f°C) 


534 


534 


534 


615 


02-NachbehandIun^ (1 Stunde) 


(300T) 


(300°C) 


300°C) 


(400T) 


Ausbeute an Pigment 


niedrig 


hoch 


mittd 


hoch 


DNA-Ausbeute 


niedrig 


hoch 


hoch 


hoch 1 


BeispieI3 

PCRProtyenvorbereitiinP ans humanen y^llKiut mit m^ptiA^ 


ischen Gla. 


sDartikeln 



Isoliening der Nukldnsaure 



Von drd Glasmagnetpartikel-Chargen (CMP2 - 4) wurden je ca. 10 mg in Eppendorf 
Reakuonsgeauen voigelegt. Die genauenEinwaagen sind in Tabelle 1 angegeben. 
wurden Dreifech-Bestinunungen durchgefiihrt. 



es 



2u je 200 Ml aufeetautem Vollblut wurden 40 ,1 Proteinase K (20 mg/ml. hergesteUt aus 
Lyophdisat) pipetiert und sofort gemischt. AnschUeBend wurden 200 m Bindepuffer (6 M 
Guanidin-HCl. lOnd^Tris-HCl. 10 nMHamstofl^ 30 »/, TritonX-100. pH4 4) zugege- 
ben. genrischt und ffirlO Minuten bei 70T inkubiert. Nach Zugabe von 200 ,1 i-Propanoi 
wurde ftr 10 Sekunden auf dem Vortex-Mischer gemischt, die Probe fUr 20 Minuten bd 
Raumtempenttur inkubiert und abermals ffir 10 Sekunden wie vor gemischt. Die Magnet- 
separation erfolgte fiir wenigstens 30 Sekunden im Magnetpartikelseparator von Boehringer 
Mannhdm(Id..Nr. 1 641 79A). Dertiberstandwurdeabgenommenund wieweiterunten 
beschrieben analysieit. 
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Die Magnetpartikel wurden mit jeweas 500 ..l w, u » , 

HCl.pH7,5(25oc) B0%E^ZTT "'^''"^''''''^ ^^-^^ris. 

Waschen).NunwurdendieNuldeinsaulT """^^^^^ 



Aufaibeitung des Oberstandi 



es 



emeuteZentri- 



Analyse der Eluate und des Probeniib, 



erstandes 



50 nl der Eluate bzw. der iibpr F;if «r t . 

^^^^^o") spektroskopisch vennessen. 
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Zwei 5 til Aliquots der Eluate wurden als Doppelbestimmung durch Expand™ Long 
Template PCR (Boehringer Mannheim. Id.-Nr. 1681834) mit spezifiscAenPrimem fiir das 
menschliche tPA-Gen (envanete Produktlange 15 kb) Qberpriift. 



Mbcl 



pro Ansatz 



dNTPJelOOmM 1 jil 

Primer 1, 200 ng/^d 1 jil 

Primer 2, 22Sng/^l 1 ^I 

1^0, bidot 17 (il 



20 til 



Mbcn 



pro Ansatz 



Expand™ Puffer, 10 x 5 jil 
Expand™ Polymerase 0,75 ^l 

^> kStot 19,25 |il 



25 Hi 



Mbc I wird m ein dflmiwandiges PCR-Tube vorgelegt mit 5 m Eluat versetzt und Mix H zu- 
gejgebea Der Ansatz wird kurz gemischt und mit 30 ^1 MnearalSl Oberschichtet. Die An- 
satze werden in.einem Peridn-EImer Thermocycler 9600 mit folgendenProgramm amplifi- 



ziert: 



2Mnuten 

10 Sekunden 
30Sekunden 
12 Minuten 

10 Sdcunden 
30 Selainden 
12 Minuten + 
20 Sekunden pro Zyklus 

7Mraiten 
anschliefiend 



92»C 

92»C 
65T 
68»C 

92»C 
65»C 
68*C 



68»C 
TC 



lOZyklen 



20Zyklen 



Die 50 ,1 PCR Ansatze wurden mit 10 m Proben-Puffer versetzt und davon 45 mI in einem 
0.8 %igen Agarosegel elektrophoretisch bei 120 V fiir 90 Minuten aufgetremit. 
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GMP/2 12 mg 
10 mg 
9mg 

GMP/3 10 mg 
10 mg 

10 mg 

GMP/4 10 mg 
Umg 
10 mg 



GMP/2 
GMP/3 
^MP/4 



260 
jrni 
0,021 
0,045 
0,036 
0.050 
0,033 
0,042 
0,065 
0,071 
,0.066 



280 nm 

"oioIT 

0,03S 



0,042 
0,022 
0,030 
0,056 
0.142 
0,051 



260 
nm 
0,099 
0.078 
^,103 
0,147 
0,256 
0,147 



0,106 
O.Ul 
0,135 



0,101 
0,076 
0,112 
0,147 
0,252 
0,143 



Aus- 
beute 
1.7 Mg 
3.7 ng 
2, 
4.0 Mg 
2,6 Mg 

2j4 

0.7 Mg 
2.4 Mg 
hi 



2.£luat 1:8 



Aus- 
beute 

7.9 Mg 
6.2Mg 

H.8 Mg 
20,5 Mg 
n,8 ut^ 



260/28 


260 


0 


mn 


1.6 


0,171 


1.3 


0,137 


K3 


0,153 


U 


0,245 


1,5 


0,397 


1.4 


0:278 


U 


0,135 


0.5 


0.140 


1.3 


0.130 



^ 

0.108 8,5mb 

0.114 8.9 Mg 

^0.141 10,8 fif. 



260/28 
0 
1.0 
1.0 
0,9 
1.0 
1.0 



1.0 
1.0 

_L0 



260 
mn 
0.057 
0,041 
fehlt 
0.084 
0.042 
0,073 



TabeUeliAusbeutean 



0.083 
0,054 
0,077 



. 1. Elm 
280 
mn 
0,164 
0,138 
0,164 
0^46 
0,398 
0^82 
0,142 
0,142 
J.130 

3. 
_Eluat 
280 
nm 
0.062 
0,049 

0,098 
0,043 
0,093 



Aus- 
beute 

13.7 Mg 
n,0Mg 

12,2; 

19,6 Mg 

31.8 Mg 

ll.OMg 

lUMg 
10.4 



0.098 
0,063 
0,095 



1:4 

Aus- 
beute 

23 Mg 

1.6 Mg 

3715" 

1.7 Mg 
2:9iig_ 



260/28 
0_^ 
1.0 
1.0 
0.9 
0,9 
1.0 
0,9 
1.0 
1.0 
1.0 



260/28 



3.3 Mg 
2.2 Mg 



I 

Hluate 
0.9 23.9 Mg 
0,8 18.8 Mg 

0,9 34,8 Mg 
1.0 54,0 Mg 
_0.8 36,9 J 



Nukleinsauren mit magnetischen Glaspartikdn aus 



0,8 22^^g 

0.9 223 |ig 
-0.8 24.3 



200^1Blut 



Die l-HuatewarennochleichtgelbgearbtundteUweise 
kontaminiert. 



mit feinen Magnetpaitikdn 



Die Analyse der Eluate im AgaroseBel mr ox , • 
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IS kb Expand™ PCR hmnanes tPA Gen 



GMP/2 


1 


1. ouai 
feUt 


2.Eluat 
+ + 




2 


+ 


■+ 


+ + 




3 


+ 


+ 


fehlt 


GMP/3 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


(+) 


+ 






3 








GMP/4 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


+ 




+ (+)♦ 


K^BMKontroUDNA 






fehlt 



Tabelle 2. Ergebnisse £}q)and™ PGR 



3.Ebut 



In no. 3 ist ein Gel mit den Reaktionsprodukten nach PCR-Amplifikation gezeigt. 
MVVMinisteinMolekulaigewichtsmarker(Hiiat 1, oben;Eluat2, unten). 

Beispiel 4 

Bindung vpn DNA-Lfinpenstandard an m:.p npri. che Gh<,p ^rt,M 

1. Vorbereitung der magnetischen Glaspartikel 

Von der Glasmagnetcharge GMP4 ,vurdcn 12 mg in Eppendorf-ReaktionsgeMe vorgdegt. 

2. Lyse und Bindung 

In einem 1.5 ml Eppendorf-Geau mit 12 mg magnetischen Glaspartikein werden 900 nl 
Lysis-PuflFer (4.6 M GuSCN. 45 mM Tris, 20 mM EDTA, pH 7,3) und 100 pi DNA-Probe, 
in der modellhaft DNA-Lilngenstandard m von Boehringer Mamiheim (Katalog-Nr. 
528552) eingesetzt wurde. 2 bis 10 sec. gemischt. bis eine homogene Suspension entsteht. 
Die Ldsung wird 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. wobei aUe 5 min gemischt wird. 

Die Magnetseparation eifbgt fiir mindestens 15 sec in einem Magnetpartikelseparator. Der 
Oberstand wird abpipettiert. 
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3. Wascben und Trocknen 

4. £IutionderDNA 

5. Analyse derEluate 

l%igenAgarosegeIbei90Vau&etr«,«t r b • a aut einem 

•eatciae von uiNA-Ungenstandard m auf das cleiche n,.! 
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Die Ausbeute an DNA mit magnetischen Glaspartikein ist in Tabelle 1 dargesteUt 



Nr. 


ONA-Mcagi 
im Stan 


i HeUigVriwinlnis. 
Standard (Mefiwot) 
rrel.Einheitni| 


fmbt 
Nr 


Pigment/ 
Bead-Typ 


HelliglceiuintaB, emduieteONA- 
i^(Meflwtit) Mcngeauf 
frd-Einhehenl Gdfn^) 


entchneleDNAr 
Mcngein 


Rceovay 


1 

2 
3 


200 
175 

150 


65 
56 
51 


1 
2 


GMP4 

GMP4 


45 139 
39 120 


695 
600 


69,5 
60,0 


4 


125 


44 












5 


100 


37 












6 


75 


25 












7 


50 


17 












8 


25 


9 












9 


10 


4 













Tabellel. Ausbeute anDNA-Langenstandard Hlmit magnetischen Glaspartikein 

Das Agarosegel, das als Grundlage fur die quantitative Auswertung diente. ist in HG. 4 
dargesteUt. Es handelt sich urn ein l%iges Ethidiumbromid-gefirbtes Agarosegel. Spur 1 bis 
10 entspricht einer Verdunnungsreihe vonDNA-Langenstandard m. 1: 1 pgDNA, 2: 
200ngDNA,3: 175ngDNA,4: 150ngDNA,5: 125ngDNA.6: 100 ng DNA. 7: 75 ng 
DNA. 8: 50 ng NDA. 9: 25 ng DNA, 10: 10 ng DNA 



Spur 1 1 und 12 entspricht der von den magnetischen Glaspartikebi eluierten DNA bei Ein- 
satz von 200 ng DNA-Langenstandard. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

COANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) SIRASSE: Sandhoferstr. 116 

(C) ORT: Mannheim 
(E)LAND:DE 

OOPOSTLHTZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 



Ca)BEZHCHNUNGDERERHNDi;NGMagnetischesPigment 

(iu) ANZAHLDERSEQUENZEN- 2 
(iv) COMPUTER-LESBAREFASSUNG- 

(A) DATENTRDGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: PatenOn Release #1.0. Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(0 SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE:34Basenpaare 

(B) ART:Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinslure 

(A)BESCHREIBUNC./desc = .OHgodeoxyribonuideotid- 

(iu)HYPOTHETISCH:NEIN 
(xi)SEQUENZBESCHREIBUNG:SEQIDNO: 1: 
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ACTGTGCTTC TTGACCCATG GCAGAAGCGC CTTC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART:Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "OUgodeoxyribonukleotid" 

CiiO HYPOTHETISCH: NEIN 
(xO SEQUENZBESCHRETOUNG: SEQ ID NO: 2: 
CCTTCACTGT CTGCCTAACT CCTTCGTGTG TTCC 
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Patentanspruche 



2- '«™™8ne«Kd«P.racelrtei„erGh«,baflicte. 

6. Vc^a^isoUerungebesbiologischenMatcrialsdun^ 
- Atao™^d«biotogMM,M«eri.Uvo.derFlassiglcdt. 
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9. Ver&hren gemSfi einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daO die Ab- 
trennung mit Hilfe eines Magneten geschieht. 

10. Veifehren gemSB einem der Anspruche 6 bis 9. dadurcli gelcennzeichnet. daC die 
magnetischen Partikd beim Inkontaktbringen mit der Probe nicht vonnj^etisiert 
sind. 

1 1. Vwfehren zur Herstellung magnetischer Glaspartikd durch 

- Bereitstellung eines magnetischen Kernes und 

- UmschlieBen des magnetischen Kernes mit einer im wesentlichen porenfreien 
Glasoberfl&che. 

12. Veifihren.gerafiBAnspnichll,dadurchgekenn2eiclmet,dafldasUraschUel^ 
Abschddung eines Sols auf der Obetfladie und das anschfieBende Verdichten des Sols 
beinhahet. 

13. Verwendung ferromagnetischer Glaspartikel zur Isolierung von Nukleinsauren in 
nativer Form. 
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Specimen 



FIG I 



Zugabe von 
Bead-AK-Komplex 



I 
I 



Specimen-Spezif. 
Vorbehandlung 



immunomagn. 
Separation 



Waschen 



Lysis der Zellen 

mtt chaotropen Saizen 



Zugabe von 
magn. Glaspaitikein 



Magnet. Separation von 
NA-GIaspartikel-Kompiex 



Waschen 

Zugabe von Eiutionspuffer 



Qution von NAs 



I 
■ 

I 

IV. 

•J 



a. 



I 



I 

<> 



= Nueteins&jre 



e Analyt (Partttnl, Zeite) 



Antikfirper 
ZefbruehstOeke 



B6«rZBL«rT (REGEL 26) 
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1 (ig X DNA V38/2 



V38/3 



V38/4 





FIG 2 



MWMIII V38/2 I V38/3 | V38/4 
2 3 1 2 3 1 2 



15 kb 



15 kb 




I 2 1 2 3 1 2 K 
V38/2 I V38/3 I V38/4 



nG3 



BSffiZBLAIT(RE6EL26) 
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FIG 4 




Bfi/OZBLATT (REBEL 26) 
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